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摘要 : 利用 mtDNA CO | 基因 片段 作 标记 ， 采 用 序列 分 析 的 方法 ， 从 分 子 生 态 学 的 角度 研究 了 近年 来 在 我 国 暴 发 危害 的 烟 粉 
3 Bemisia tabaci 5 个 种 群 《北京 一 品 红 种 群 ， 广 州 甘 蓝 种 群 ， 西 安 一 品 红 种 群 ， 北 京 西 红 柿 种 群 和 新 疆 吐 鲁 番 棉花 种 群 ) 
的 生物 型 。 在 5 个 种 群 的 基因 片段 上 ， 截 取 与 Texas-B 型 相应 的 720 bp 的 序列 分 析 ， 结 果 表明 所 测序 列 中 只 有 2 个 碱 基 与 
Texas-B 型 不 同 ， 序 列 相 似 性 为 99.7%; 在 西安 一 品 红 种 群 和 新 疆 吐鲁番 棉花 种 群 的 原 序 列 中 截取 与 Arizona-B 型 序列 相应 的 
423 bp 片段 ， 分 析 表 明 这 两 个 种 群 与 AZB3 型 属于 同一 个 单 倍 型 。 因 此 ， 我 国 烟 粉 避 5 个 实验 种 群 的 生物 型 与 Texas-B 型 和 
Arizona-B 型 种 群 为 同一 生物 型 “B”。 
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Abstract: Mitochondrial cytochrome oxidase I (mt CO [ 2 € ~ 830 bp? gene sequences were utilized as markers to 
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identify biotypes of 5 populations of Bemisia tabaci in China. Of the 720 characters examined for CO ] sequences; only 
2 bases exhibited divergence and overall similarity was 99.7% . Examination of 423 characters in populations from Xi'an 
and Tulufan revealed that these two populations were of the same haplotype as AZB3. The results indicated that all 5 pop- 
ulations were of the B-biotype. 
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BUE EA Bemisia tabaci (Gennadius) 是 热带 和 亚 
热带 地 区 主要 害虫 之 一 ， 南 美洲 、 欧 洲 、 非 洲 、 亚 
洲 、 大 洋 洲 的 很 多 国家 和 地 区 都 有 分 布 《Mound 
and Halsey，1978)。 近 年 来 ， 烟 粉 乱 大 范围 扩散 ， 
已 成 为 一 种 世界 范围 的 灾害 性 害虫 。 烟 粉 我 寄主 范 
围 广泛 ， 在 行为 、 和 危害 习性 和 传 毒 能 力 等 方面 又 分 
化 为 多 种 生物 型 《Brown et al.» 1995). AFTAR 
的 生物 型 在 危害 、 习 性 和 对 化 学 农药 的 抗 性 上 有 许 
ZES (Costa et al.» 1993; Byme and Devonshire» 
19932. Db. "E4928 85 3& xe T BUR LIRE TRU TA 
报 、 缂 合 防治 〈 如 药剂 选择 、 天 敌 引进 和 稍 选 等 ) 





有 非常 重要 的 意义 。 

目前 在 全 世界 危害 最 严重 的 是 B 型 烟 粉 乱 。 
Bellows && (1994) 在 形态 上 对 B WAHAJ A 型 
烟 粉 虱 进行 了 描述 ，B 型 烟 粉 乱 晴 壳 上 多 数 无 第 四 
根 亚 前 缘 毛 ， 其 尾气 管 孔 口 的 蜡 缘 饰 宽度 一 般 不 超 
出 尾 刚 毛 ; 而 A 型 烟 粉 乱 则 相反 。 尽 管 B 型 很 难 
通过 形态 确认 ， 但 它 在 生物 学 特征 上 和 原来 泛 指 的 
HRA CA 型 存在 着 明显 的 差异 (Perring et al. 
1993; Brown et al.. 19950: 《1) B 型 烟 粉 虱 在 西戎 
卢 上 危害 能 引起 银 叶 病 (squash silverleaf disorder), 
而 A 型 却 不 能 (2》 B 型 比 A 型 有 更 广泛 的 寄主 植 
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物 ， 保 守 估 计 已 超过 $00 种 ，(3) BÆRE A 型 取 食 
更 多 的 植物 半 液 ， 分 谱 更 多 的 密 露 : GD B 型 比 A 
型 产 卵 量 更 大 ，(S$) B 型 对 某 几 种 杀 虫 剂 有 更 高 的 
抗 药性 ， 如 氯氰菊酯 等 菊 酯 类 农药 。 这 些 差别 使 得 
B 型 更 易 造 成 独 狐 危害， 发 生 后 更 难于 控制 。 

1991 年 ，B 型 烟 粉 乱 在 美国 南 加 州 和 亚利桑那 
州 大 发 生 ， 据 估算 当年 烟 粉 息 在 美国 部 分 地 区 和 危害 
所 造成 的 损失 超过 了 5 亿美 元 (Perring et al.» 
1993)。 烟 粉 虱 在 我 国 很 时 就 存在 《 冶 凤 鸣 ，1991)， 
但 没有 造成 大 的 危害 ， 近 两 三 年 来 烟 粉 乱 开 始 在 我 
国 华北 地 区 和 其 他 地 区 大 发 生 〔( 张 芝 利 ，2000)， 
其 镜 检 特征 和 人 危害 西戎 芦 造 成 的 银 叶 症状 与 国外 报 
道 的 p 型 烟 粉 乔 相 似 ， 怀 疑 我 国 最 近 发 生 的 烟 粉 
孔 属 于 B 生物 型 ， 但 由 于 缺少 分 子 生 物 学 及 遗传 
学 方面 的 证 据 ， 尚 不 能 确切 断定 我 国 烟 粉 虱 的 生物 
型 。 烟 粉 乱 的 不 同 生 物 型 在 外 部 形态 上 难以 区 分 ， 
因而 ， 分 子 系统 学 的 技术 就 成 为 鉴定 烟 粉 乱 不 同 生 
物 型 的 有 效 手 段 。 本 项 研究 试图 利用 mtDNA COT 
基因 片段 作 标记 ， 将 所 得 序列 与 GenBank 已 有 序列 
作 比 较 ， 从 而 为 鉴定 在 我 国 暴 发 危害 的 烟 粉 乱 生 物 
型 和 确定 其 来 源 提供 分 子 生 物 学 的 证 据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 
5 个 地 理 区 域 或 寄主 植物 上 的 烟 粉 乱 种群， 经 
室内 镜 检 10 头 以 上 4 龄 者 虫 〈 伪 晴 ) 的 形态 特征 ， 
确定 为 烟 粉 乱 后 ， 再 进一步 做 分 子 生 物 学 试验 。 其 
编号 、 寄 主 、 采 集 地 、 采 集 时 间 见 表 1。 
表 1 烟 粉 融 样 品 的 来 源 
Table 1 Source of Bemisia tabaci 

















编号 寄主 采集 地 采集 时 间 
No. Host-plant Location Date 
11 一 品 红 poinsettia 北京 Beijing 2001.3 
12 Hi Brassica oleracea 广州 Guangzhou 2001.3 
13 — lk ZI poinsettia 西安 Xi'an 2001.1 
15 西红柿 tomato 北京 Beijing 2001.2 
23 棉花 cotton Pate E Tulufan, Xinjiang 1999. 10 


1.2 DNA 提取 

KHADE 1 头 ， 置 于 滴 有 20 碱 裂 解 液 
C50 mmol/L Tris-HCl CpH 8. 02. 20 mmol/L NaCl. 1 
mmol/L EDTA; 1% SDS) 的 封口 膜 上 ， 用 0.2 mL 
的 离心 管 底 部 将 粉 乱 充 分 研磨 匀 浆 ， 将 匀 浆 液 吸入 
1.5 mL 的 Eppendorf 管 中 。 向 管 中 加 入 1 uL 20 mg 
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mL KEAK 754185]. UT 60 人 水 浴 锅 中 
3 h， 中 途 追 加 1yxL EAK. MAREMA 178 uL 
87 ddH,O. 100% FKY S min. EX 100 uL 提取 液 ， 
加 入 两 倍 体 积 的 预 冷 无 水 乙醇 ， 冰 浴 2 h。 以 12 000 
r/min 离心 20 min，DNA 沉淀 室温 肪 干 。 每 管 加 入 
20 uL 缓冲 液 《pH 8.0)， 游 解 后 即 可 用 于 PCR R 
M o 

1.5 PCR 反应 条 件 

所 用 引物 为 通用 引物 C1-J-2195 C S'-TT- 
GATITTTTG | GTCATCCAGAAGT-3'0 和 1L2-N-3014 
CS'-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-30. d 8 ym 
物 是 COI 基因 3’ 末端 的 部 分 序列 ， 大 小 为 840 bp 
左右 (Simon et al., 1994)。 

PCR 反应 系统 体积 为 20 uL. € 1U Tag 酶 ， 反 
应 缓冲 液 ，2.5 mmol/L MgCl» 0.25 mmol/L dNTP，2 
mg/mL BSA，50 ng CI-]-2195. 50 ng L2-N-3014， 模 
板 DNA 为 2 nL。 反 应 体系 于 94% 预 变性 S min 后 ， 
进行 35 个 如 下 循环 : 94% 变性 1 min，50% 退火 1 
min: 72 亿 延伸 1 min。 循 环 结束 后 720 RET 5 mino 
反应 产物 置 于 4 避 冰 箱 保 存 。 

1.4 琼脂 糖 凝 胶 电泳 

PCR 产物 以 1.6 色 琼脂 糖 凝 胶 电 访 分 离 ，EB Ut 
色 后 在 紫外 透视 仪 上 观察 ， 记 录 结 果 。 

1.5 PCR 产物 回收 纯化 

在 电泳 中 检测 到 目标 片段 后 ， 进 行 产 物 纯化 。 
若 扩 增 出 单一 的 目标 片段 ， 用 Promega DNA 纯化 系 
统 直 接 进 行 纯化 。 若 除了 目标 片段 外 还 有 杂 带 ， 则 
先 用 低 熔点 琼脂 糖分 离 后 再 用 Promega DNA 纯化 系 
统 回 收 DNA 片段 。 

1.6 序列 测定 与 分 析 

纯化 后 的 样品 送 至 上 海 博 亚 生 物 技 术 有 限 公司 
测序 ， 测 序 所 用 为 ABI-377 测序 仪 及 配套 的 BigDye 
Terminator 试剂 盒 。 每 个 样品 的 测序 分 别 从 序列 的 
2195 引物 端 和 3014 引物 端 进行 。 得 到 的 测序 结果 
用 CLUSTALX (1.8) 进行 排序 分 析 ， 比 较 所 得 序列 
之 间 的 差异 ， 并 与 GenBank 中 烟 粉 乱 CO I 部 分 序 
列 进行 比较 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 PCR 产物 检测 

为 保证 实验 的 可 重复 性 ， 在 提取 DNA 时 ， 对 
北京 西红柿 种 群 的 个 体 进 行 了 水 浴 不 同时 间 的 效果 
试验 ， 并 对 PCR 产物 进行 电泳 检测 。 结 果 证 明 ， 
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本 实验 方法 重复 性 好 ， 水 浴 2 h 提取 的 烟 粉 乔 单 个 
个 体 的 DNA 足以 进行 PCR 反应 ， 其 产物 大 小 在 
831 bp 和 941 bp 之 间 ， 与 预计 中 的 产物 大 小 相近 。 
可 以 初步 判定 该 产物 是 所 需 的 目的 片段 。 
2.2. 测序 结果 分 析 

所 有 样品 测序 均 得 到 约 800 bp 的 片段 ， 为 与 烟 
粉 筷 已 知 的 CO LFZ) ($H Texas-B Æ, GenBank 
Acc. No.: AF164675) 作 比 较 ， 分 别 从 每 个 片段 中 





PERT 


截取 720 bp 的 序列 进行 分 机 《图 1)。 可 以 看 出 ，5 
条 720 bp 的 序列 在 所 有 的 位 点 上 都 是 一 样 的 。 各 个 
碱 基 的 含量 为 : 182 A. 89 C. 139 G，310 T，A+T 
的 含量 为 68.3%。 这 条 序列 编码 240 个 氨基 酸 ， 是 
细胞 色素 氧化 酶 第 一 亚 基 一 OH 端的 一 部 分 。 北 京 
一 品 红 上 的 烟 粉 乱 种 群 co 工 基因 部 分 序列 及 其 编 
码 的 氨基 酸 序列 分 别 见 图 2- 
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图 1 REHA 5 个 种 群 与 Texas-B (720 bp). Arizona-B (423 bp) 序列 比较 图 


Fig. 1 The comparison of mt CO |. fragments € 
and 5 populations 


1 GTT TCT CAT CTA ATC AGC AGT GAG GCT 
V 5 H L I S S E A 


61 AIT TAT GCT ATA TTG ACT ATT GGT AIT 


I Y A M L T I G I 
12 


-— 


ACA GTT GGA ATA GAT GTA GAT ACT CGA 
T V G M D V D T R 
GTT CCC ACA GGA AIT AAA ATT TTT AGT 
V P T G I K [ F S 
AAA TTA AGG CCT CTT GGC CTT TGA TTT 


18 


一 


24 


K L S P L G L W F 
30 


æ 


TTA ACT GGA ATT ATT CTT GGT AAT TCT 


L T G I I L G N S 
361 GTT GTT GCA CAT TTT CAT TAT GTT TTA 

V V A H F H Y VW I. 
421 GTT AIC TAT TGA TTT CCA CTA ATC TTA 

Vv I Y W F P L l L 
481 CAA TTT TAT ATC ATG TTT ATA GGA GTA 


Q F Y IME 1| G Vv 
541 TTA GGG GGA ACG GGA AGG ATA TAT TCA 
L G G M P R R Y S 
601 AIT Tr TCT GCG GGA AGG ATT CTG AGT 
和 
TTA GAA TCC TTT CTT CTT CTG CGG TTA 
L E SF UL LLR 


66 


图 2 北京 一 品 红 烟 粉 剧种 群 CO 


bases) among Texas-B (720 bp); Arizona-B (423 bp) 
of B. tabaci in China 


GGA AAA TTA GAG GTA TTT GGA AGG TTG GGT ATA 
G K L E Y F G 5 L G T 
CTA GGG TTT AIT GTT TGA GGT CAT CAT ATA TTC 
L G E I V W G H MH M F 
GCT TAT TTC ACT TCA GCC ACT ATA ATT ATT GCT 
A Y F T S À T M I I A 
TGG CTT GCT ACT TTG GGT GGA ATA AAG TCT AAT 
w L A T L G G M K S N 
ACA GGA TTT TTA TTT TTA TTT ACT ATA GGT GGG 
TGFLF L F T M GOG 
TCT GTA GAT GTG TGT CTG CAT GAC ACT TAT TIT 
S V Dy C Xo H DT YF 
TCA ATA GGA ATT ATT TTT GCT ATT GTA GGA GGA 
S MG 1 IFAIYVYGG 
GGT TTA ACC TTA AAT AAT TAT AGA TTG GTG TCT 
G L T L NN Y S L v S 
AAT TTA ACT TTT TIT CCT CAG CAT {tr CTT GGT 
N L T F F P Q Hh F L G 
GAT TAT GCT GAT TGC TAT CTA GTA TGA AAT AAA 
D Y ADC X L X M N.X 
ATT ATT TCT GTT ATT TAT TIT TTA TIT ATT GTT 
I 1 $S V 1 Y F L F 1 V 
GTA AGA TTT AAG CTT GGT GTA AGT AGG CAT CTA 
v S F KLGY 8585 HL 


上 基因 的 部 分 序列 和 对 应 的 氨基 酸 序 列 


Fig. 2 mt CO bases and amino acid sequence of Bemisia tabaci from poinsettia in Beijing 
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将 图 2 的 序列 与 Texas-B 型 的 序列 比较 ， 发 现 
仅 2 个 碱 基 有 区 别 〈 在 图 2 中 以 方 框 标 出 )。 在 第 
533 号 位 点 上 发 生 从 cT 的 转换 ， 在 eos 号 位 点 
上 发 生 从 TC 的 转换 。 这 两 个 转换 均 位 于 第 二 位 
密码 子 ， 它 们 造成 了 相应 的 氨基 酸 的 变化 ， 即 533 
号 位 点 从 丝氨酸 Seo 变 为 簿 两 氨 酸 (Phe)，605 
号 位 点 是 从 Phe 为 Ser。 男 外 ，13 号 和 23 号 样品 的 
原 序 列 中 可 截取 到 与 Arizona-B (AZB) 型 序列 相应 
的 423 bp 片段 。 样 品 比 较 后 发 现 ， 对 于 这 上段 423 bp 
的 片段 ， 我 国 的 这 两 个 种 群 与 AZB3 型 《GenBank 
Acc. No.: AF110696) 是 完全 一 样 的 。 


3 讨论 


Kirk 等 (20000 比较 了 全 世界 不 同 种 群 烟 粉 剧 
CO T 基因 3' 端 700~ 720 bp 的 序列 ， 并 利用 最 大 简 
约法 《maximum parsimony? 构建 了 烟 粉 剧种 群 的 系 
统 聚 类 树 。 他 们 发 现 来 自 美国 的 亚 里 又 那 、 佛 罗 里 
达 、 得 克 萨 斯 和 以 色 列 的 4 个 B 型 烟 粉 剧种 群 组 成 
一 支 ， 它 们 的 序列 互相 之 间 有 99.4% ~ 99.795 — 5 
性 ， 而 这 一 文 和 与 其 亲缘 关系 最 近 的 苏丹 、 西 班 牙 
一 文 的 序列 一 致 性 为 94% ~ 96%。 在 B 型 的 这 一 
支 内 还 有 以 色 列 的 寄主 为 Lantata 的 种 群 ， 它 与 同 
支 内 的 4 个 种 群 亲缘 关系 略 远 ， 相 似 性 为 98.1% ~ 
98.3%， 属 于 近似 于 B 型 的 一 种 。 

计算 本 文中 所 得 到 的 序列 与 Texas-B 型 间 的 一 
致 性 (配对 比较 相同 的 位 点 数 除 以 总 位 点 数 )， 得 
A| (720-2 )/720 = 99.7%。 可 见 该 序列 与 Texas-B 
型 之 间 的 差异 是 非常 小 的 ， 这 在 Kik 等 〈2000》 所 
研究 的 4 个 B 型 种 群 内 部 差异 (99.4% ~ 99.7%) 
的 范围 之 内 ， 说 明 我 们 所 研究 的 烟 粉 剧种 群 属于 B 
型 的 一 种 。 由 于 无 法 得 到 除 Texas-B 型 外 的 其 余 B 
型 种 群 的 序列 数据 ， 无 法 断定 中 国 -B 型 《简写 为 
CH-B) 的 序列 属于 一 种 新 的 单 倍 型 《haplotype) 还 
是 和 已 有 的 某 种 B 型 的 序列 一 致 。 

Frohlich 等 《1998) 兽 以 同样 的 引物 扩 增 COT 
基因 部 分 序列 ， 用 以 研究 烟 粉 乱 种 群 之 间 的 系统 发 
育 。 他 们 所 用 的 片段 长 度 为 422 ~ 423 bp。 我 国 的 
13 号 和 23 号 的 原 序 列 与 Arizona (AZB) 型 种 群 的 
AZB3 型 属于 同一 个 单 倍 型 ， 而 与 同 为 AZB 种 群 中 
的 另 一 个 单 倍 型 AZBS. 1 CGenBank Acc. No.: 
AF110697》 只 相差 1 个 碱 基 。 可 见 ，CH-B 型 与 
AZB 种 群 的 差异 在 AZB 种 群 内 部 差异 的 范围 之 内 ， 
这 也 为 确定 该 烟 粉 乱 为 B 型 提供 了 证 据 。 
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据 研 究 CFrohlich et al.. 1998), 41H 5 B 型 
烟 粉 乱 的 起 源 在 东非 、 中 东 以 及 阿拉 伯 半 岛 地 区 ， 
他 们 分 析 认 为 在 美国 危害 独 狐 的 B 型 是 从 外 国 传 
入 的 。Brown 等 〈1995》 认为 ， 借 助 一 品 红 或 其 他 
花 天 的 调运 进行 扩散 是 烟 粉 乔 在 全 世界 范围 内 传播 
的 主要 方式 。 在 我 国 ， 据 陈 连 根 报道 (1997)， 自 
1994 年 上 海 某 单位 从 国外 引进 一 品 红 后 ， 烟 粉 蚕 
在 上 海地 区 的 园林 植物 上 大 发 生 ， 用 药 难以 控制 。 
在 新 疆 地 区 ， 烟 粉 乔 首 先 也 是 在 乌鲁木齐 市 内 的 一 
品 红 上 被 发 现 〈 赵 莉 等 ，2000)。 

Kirk 等 〈2000》 得 到 的 中 国 烟 粉 剧 样品 HC- 
China (GenBank Acc. No.: AF164671) 和 我 们 实验 
所 测 得 的 福建 本 地 种 群 结果 《详细 资料 将 另 文 报 
道 ) 表明 : 这 两 个 种 群 与 B 型 烟 粉 虱 在 分 子 标记 
E (397 bp》 的 一 致 性 分 别 为 84.05% 和 87.02%。 
本 实验 通过 比较 CO 工 基因 序列 ， 显 示 了 所 测 的 采 
自 北京 、 广 东 、 陕 西 、 新 疆 4 个 不 同 地 理 区 域 的 5 
个 烟 粉 虱 种 群 均 为 B 型 ， 这 些 种群 分 属相 隔 很 远 
的 地 理 区 域 ， 如 果 我 国 B 型 烟 粉 乱 属 于 本 地 起 源 ， 
正如 HC-China 和 福建 本 地 种 群 一 样 ， 它 们 应 该 与 
别 的 p 型 种 群 积累 足够 多 的 差异 。 因 此 ， 我 们 可 
以 初步 推测 我 国 的 B. 型 烟 粉 蚕 是 近 几 年 入 侵 的 外 
来 种 群 。 它 们 有 可 能 是 由 外 国 引 入 到 我 国 多 个 地 
区 ， 随 花木 的 调运 在 我 国 不 同 地 区 间 互 相传 播 ， 并 
从 花木 上 扩散 到 周围 的 农业 、 园 艺 业 生产 区 ， 并 暴 
发 成 灾 。 但 是 我 国 幅 员 辽 阔 ， 地 理 情 况 复杂 ， 再 加 
上 以 往 资 料 的 缺乏 ， 尚 需 做 进一步 的 工作 才能 得 出 
有 说 服 力 的 结论 。 
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